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研究成果の概要：漢方製剤のインチンコウ湯(ICKT)は胆汁うっ滞や黄疸の治療薬に広く使用さ
れている．我々は本剤生薬成分のgeniposideとその活性体であるgenipinの急性投与は有機陰イ
オン輸送蛋白のmultidrug resistance-associated protein 2 (Mrp2)を介在した胆汁酸非依存
性の強力な胆汁分泌促進 (利胆)作用を発揮することが明らかにした．本剤はラットおよびヒト
肝において胆汁酸非依存性に胆汁分泌を強力に促進することも判明した．ICKTは胆汁うっ滞性
肝胆道疾患の治療薬として高い有用性が示唆された． 
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１．研究開始当初の背景 
 
 全身麻酔下における薬剤の殆どは肝臓で
代謝・抱合反応を受け，その多くは胆汁へと
排泄されていく．そのために，慢性肝疾患の
ある患者はもとより肝疾患の病歴がない患
者でも，術後の肝機能については種々の臨床
像を呈する．最も頻繁にみられるのは多因性
の混合型高ビリルビン血症であり，輸血を大
量に必要とする大きな手術などでみられる．
これは生成増加によるビリルビンの肝負荷
の増大と肝によるクリアランス低下の相互
作用が複雑に絡み合って起こる．また，溶血，
敗血症，血腫の吸収，輸血はすべて血中ビリ
ルビンの上昇を来す原因となる．しかしなが
ら，麻酔・周術期において，これらの病態に
対する有効な治療法は極めて少なく，実際に
は患者の肝機能の回復を待つのみであり，対
症療法的にしか治療が行われていないのが
現状である． 
 漢方製剤にはインチンコウ湯（ICKT）を代
表として，古くから中国および日本において
胆汁うっ滞や黄疸の治療薬として広く使用
されてきた薬剤がある．各種肝内胆汁うっ滞
モデルにおいて，胆汁分泌促進や肝機能障害
改善作用が認められている．本剤の臨床効果
の一部はその利胆，細胞死抑制ならびに抗線
維化作用と考えられている．申請者らの予備
的解析結果より，ICKT の生薬成分には，輸送
蛋白 MRPファミリーの機能賦活化によると考
えられる胆汁酸非依存性の利胆を誘発する
ことが推察されているが詳細は不明である． 
 申請者は，麻酔の臨床の場で，日頃，慢性
肝障害を有する患者の麻酔・周術期における
肝臓保護の立場より，より安全な方法にて肝
機能障害を減らすことは出来ないか有効な
肝補助療法について検討を行ってきた．今回
は，漢方製剤の ICKT とその生薬成分の薬理
作用に着目し，麻酔領域での臨床応用の可能
性を考え，肝保護作用が発見された ICKT と
その生薬成分を用いて，胆汁うっ滞症や黄疸
に対する新しい肝補助療法薬としての可能
性を模索するため本研究計画を立案した． 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，（1）ラット胆汁うっ滞モデルを
作製して，ICKT およびその生薬成分である
geniposide，6,7-dimethylesculetin による
肝保護作用の評価として，ビリルビンに代表
される有機イオンや胆汁酸などの輸送機能
の賦活化の確認，肝細胞輸送蛋白の発現誘導，
細胞内局在の変動について解析する．（2）生
体の新しいストレスセンサーとして注目を
浴びている Nrf2-Keap1システムの観点から，
これら生薬成分の肝臓のストレス防御系，肝
細胞保護機構の誘導効果について，Nrf2 ノッ
クアウトマウスを用いて解析し，麻酔・周術
期の肝機能障害の肝補助療法薬としての可
能性を追求する． 
 
３．研究の方法 
 
[動物モデルについて] 
 ウイスター系雄性ラット（７週齢）を用い
て，１週間の予備飼育後に，ICKT あるいはそ
の生薬成分の genipinを１週間経口投与する．
以下の項目について解析を行う． 
 
胆汁分泌機能 
（a）胆汁排泄機能：ラット総胆管にカニュ
レーションを施し，さらに総胆管末端を結紮
する．その後において，胆汁排泄総量，なら
びに胆汁酸，還元型グルタチオン，抱合型ビ
リルビン，電解質の各濃度と排泄量を測定す
る． 
 
（b）血液および尿生化学検査：肝機能障害
の程度，血中ビリルビンと胆汁酸濃度の上昇
の程度，またそれらの尿中排泄増加の程度に
ついて比較検討する． 
 
（c）ビリルビンおよび胆汁酸負荷試験：尾
静脈より一定量のビリルビンあるいは胆汁
酸（タウロコール酸）を投与して，その後の
血中ビリルビンあるいは胆汁酸を経時的に
測定し，各ラットにおけるビリルビンや胆汁
酸負荷時の肝処理能力を比較検討する． 
 
（d）肝細胞類洞膜および胆管膜輸送蛋白の
転写・蛋白発現レベル：肝細胞類洞膜に存在
し，ビリルビンや胆汁酸分子の摂取に携わる
輸送蛋白，Oatp1, Oatp2, Oatp4, Ntcpにつ
いて，また，毛細胆管膜に存在する輸送蛋白
Mrp2, Bsepについて，さらに，誘導型輸送蛋
白として，Mrp3, Mrp4 について，定量性PCR
にてそれらの転写レベルを，ウエスタンブロ
ットにて蛋白発現レベルを解析する． 
 
（e）胆管膜輸送蛋白の免疫組織学的発現レ
ベル：輸送蛋白の特異抗体を用いて免疫染色
（光顕・電顕）を施行し，輸送蛋白の細胞内
局在の変化（細胞内再分配としての胆管側膜
における集積状況の変化）について解析する． 
 
肝細胞保護効果
（f）ビリルビン代謝因子の発現レベル：ビ
リルビン代謝因子として輸送蛋（Oatp1，Oatp, 
Mrp2，Mrp3）に加えて，細胞内因子としてグ
ル ク ロ ン 酸 抱 合 を 行 う
UDP-glucuronosyltransferase1A1（UGT1A1），
ビリルビン分子の細胞内キャリアーである
glutathione-S-transferase（GSTA1，GSTA2）
の発現レベルを転写・蛋白発現レベルより解
析する． 
 
ヒト肝キメラマウスにおける効果 
 ヒト肝キメラマウスは肝不全・免疫不全マ
ウス肝にヒト肝細胞を移入して作製したヒ
ト肝組織を有する実験モデル（ヒト肝細胞の
置換率は肝全体の５０〜８０％である）であ
り，ヒト肝に対する薬剤の効果を解析するに
は 有 用 な 動 物 で あ る （ Am J Pathol1 
65:901-912, 2004）．本マウスに，ICKTおよ
びその生薬成分のgeniposideの抽出物を経
口投与（100-150 mg/day）して，胆汁分泌機
能と肝細胞保護効果の立場より，（a）-（f）
の項目について解析することで，ヒト肝にお
ける有用性について検討する． 
 
４．研究成果 
 
（1）一週間経口投与された ICKT および
genipin は，ビリルビン負荷時されたラット
のビリルビンクリアランスを亢進させた（図
１）．またビリルビンの胆汁排泄及び尿中排
泄も亢進させることが観察された（図１）． 
 
 
図１ ICKT および genipin 投与ラットにおける血中ビリ
ルビンクリアランスと胆汁中，尿中ビリルビン排泄 
 
（2）肝臓の各種輸送担体(Mrp2, Mrp3, Mrp4, 
Bsep)発現量に対する影響を検討したところ，
ICKT および genipin 投与群において，対照群
と比較して Mrp2 の mRNA および蛋白質発現量
の顕著な増加が観察された（図２，図３）．
また，免疫組織化学的解析により，Mrp2 の肝
臓の毛細胆管膜上，および腎近位尿細管上皮
細胞の刷子縁膜上への局在化が観察された
（図３）．肝 Mrp2 は，肝細胞から胆管側へ抱
合型ビリルビンを排泄する．従って，肝 Mrp2
の顕著な発現量増加及び膜局在化により，静
脈内投与されたビリルビンの抱合体の胆汁
中排泄が増加し，ビリルビンクリアランスが
亢進したと考えられる． 
 
 
図 3 ICKT および genipin 投与ラットの肝における各
種輸送担体の蛋白発現レベルと免疫組織化学 
 
 また，ICKTおよびgenipin投与群において，
肝 Mrp3 の顕著な発現量増加も観察された．
Mrp3 は肝細胞中から血中へ，抱合型ビリルビ
ンなどの有機アニオンを輸送する輸送担体
である．通常はほとんど発現していないが，
胆汁うっ滞時の肝 Mrp2 発現低下に伴い，発
図 2 ICKT および genipin 投与ラットの肝における輸送
担体の遺伝子発現レベル 
現量が増加することが報告されており，Mrp2
のレスキュー蛋白質であると考えられてい
る．今回，ICKT および genipin 投与により，
肝 Mrp3 の発現量増加を確認した．このこと
は，肝細胞中に抱合型ビリルビンが飽和した
状態に ICKT を投与すれば，肝細胞中の抱合
型ビリルビンは胆汁中への排泄が亢進され
ると同時に，肝 Mrp3を介して血中へ排泄し，
さらに腎を介して尿中へ排泄しうる可能性
を示唆していると考えられる．胆汁うっ滞肝
障害、慢性肝炎等で Mrp2 の発現低下した患
者において，高ビリルビン血症が予想される
が，こういった病態では本剤投与による改善
が期待される． 
 
（3）Mrp2 発現量増加及び毛細胆管膜局在化
は，インチンコウ湯および geniposide を 1
週間自由摂取させたキメラマウスのヒト肝
細胞においても確認され（図４），ICKT がヒ
ト肝細胞にもラット同様に作用し，胆汁分泌
を促進させる可能性が示唆された． 
 
 
図 4 ICKT および geniposide 投与キメラマウスのヒト
4）ラットへの ICKT および genipin の一週
肝部分における各種輸送担体の蛋白発現レベルと免
疫組織化学 
 
（
間経口投与は，ヘムオキシゲナーゼ-1(HO-1)
や GSH 合成の律速酵素であるγ-GCS，肝 GSH
レベルを増加させることを確認した（図５）．
また，in vitro の実験（図６）ではあるが，
これらの作用が Nrf2 ノックアウト由来の胎
児線維芽細胞では消失することから，ICKT あ
るいは genipin の in vivo での肝機能に及ぼ
す作用は Nrf2 依存的である可能性が強く示
唆された．Nrf2 は様々な解毒酵素，抗酸化酵
素の転写を制御しており，ICKT は Nrf2 活性
化を介して様々な肝保護作用を示す可能性
が考えられる．更に，in vitro ではあるが，
ICKT の成分である capillarisin は，genipin
よりはるかに強い Nrf2 活性化作用を示すデ
ータも得られており，さらに今後の in vivo
実験による成果が期待される． 
 
 
図 5 ICKT および genipin 投与ラットの肝における肝
GSH レベルと抗酸化ストレス応答分子， γ-GCS と
HO-1 の発現レベル 
 
 
図 6 Nrf2 ノックアウトマウス由来の由来の胎児線維
これらの研究成績より，ICKT の肝の Mrp2
芽細胞におけるインチンコウ湯の生薬成分，genipin と
capillarisin によるヘムオキシゲナーゼ-1(HO-1)，
γ-GCS，Mrp1 の発現誘導 
 
 
を介したビリルビン排泄能亢進作用と Nrf2
を介した肝保護作用が明らかになり，胆汁う
っ滞症などの慢性肝疾患による肝機能障害
に対する治療薬として有用であることが示
唆された． 
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